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Riassunto 
Tumori caratterizzati dalla stessa istologia possono avere diversa 
prognosi e diversa risposta al trattamento, a dimostrazione del fatto 
che sono malattie eterogenee e multifattoriali. Tramite selezione 
clonale il tumore si arricchisce delle cellule che possiedono le 
alterazioni genetiche più favorevoli per la sua crescita e determina 
apoptosi in coloro che non le hanno. In questo studio è stato utilizzato 
il DNA tumorale circolante (cftDNA) estratto dal plasma di pazienti 
affetti da tumore del polmone non a piccole cellule, per rilevare 
mutazioni a carico dei geni EGFR e ALK. Nella normale pratica clinica 
il monitoraggio delle resistenze ai trattamenti farmacologici avviene 
tramite biopsia; tale tecnica però ha degli svantaggi: non sempre è 
fattibile, è invasiva, può causare l'accidentale migrazione di cellule 
tumorali dal sito primario in circolo, la conservazione del campione può 
degradare il DNA da analizzare, ma soprattutto non è in grado di 
cogliere l’ eterogeneità del tumore.  
In questo studio si vuole dimostrare che è possibile identificare 
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precocemente lo sviluppo di mutazioni secondarie associate a 
resistenza acquisita, analizzando il DNA tumorale circolante. In questo 
modo la rilevazione della comparsa di cloni mutanti potrebbe essere 
fatta in maniera non invasiva mesi prima della progressione 
radiografica, cogliendo anche l’ eterogeneità tumorale, mentre nella 
pratica clinica attuale la progressione della malattia è stabilita dalla 
valutazione radiologica entro 9 - 18 mesi.  
La “ biopsia liquida”  potrebbe essere impiegata anche come 
eventuale conferma della biopsia tissutale nei casi in cui l’ analisi ha 
un risultato dubbio, oppure come monitoraggio di terapie in atto. 
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Introduzione 
TUMORE DEL POLMONE 
Il carcinoma del polmone rappresenta nel mondo la prima causa di 
morte per cancro. In Italia vengono diagnosticati ogni anno 35000 
nuovi casi e la percentuale di pazienti che sopravvive dopo 5 anni non 
eccede il 14% (M. Paci et al., 2009). Numerosi studi di biologia 
cellulare e molecolare hanno permesso di stabilire che il processo di 
cancerogenesi polmonare è multifasico ed evolve in seguito 
all'accumulo di lesioni genetiche somatiche multiple (10-20 diverse 
mutazioni) e sequenziali. Tali alterazioni coinvolgono geni il cui 
prodotto controlla la proliferazione cellulare, la differenziazione e 
l'apoptosi. Questi appartengono a due grandi categorie: gli oncogeni 
dominanti (regolatori positivi della crescita) e i geni oncosoppressori 
(regolatori negativi della crescita) coinvolti anche nel controllo 
dell'apoptosi (morte cellulare programmata). Dal punto di vista 
istopatologico si è soliti distinguere due tipologie principali di tumore 
del polmone che insieme rappresentano oltre il 95% di tutte le 
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neoplasie che colpiscono questi organi: il tumore polmonare a piccole 
cellule (detto anche microcitoma, 10-15%) e il tumore polmonare non a 
piccole cellule (il restante 85% circa), entrambi originati dal tessuto 
epiteliale che riveste le strutture polmonari. Il tumore non a piccole 
cellule è a sua volta suddiviso in tre principali tipologie: 
 Il carcinoma spinocellulare (detto anche squamocellulare o a cellule 
squamose) rappresenta il 25-30% dei tumori del polmone e nasce 
nelle vie aeree di medio-grosso calibro dalla trasformazione 
dell'epitelio che riveste i bronchi provocata dal fumo di sigaretta. È 
questo il tumore polmonare con la prognosi migliore. 
 L'adenocarcinoma si presenta in circa il 35-40% dei casi e si 
localizza, al contrario dei precedenti, in sede più periferica e cioè a 
livello dei bronchi di calibro minore. È il tumore polmonare più 
frequente tra chi non ha mai fumato e talvolta è dovuto alla 
presenza di cicatrici polmonari (per esempio per vecchie infezioni 
tubercolari o per pleuriti). 
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 Il carcinoma a grandi cellule è meno frequente (10-15%) e può 
comparire in diverse aree del polmone. In genere tende a crescere 
e a diffondersi piuttosto rapidamente. 
Nel restante 5% dei casi il tumore non prende origine dall'epitelio, ma 
da tessuti diversi come, per esempio i tessuti nervoso ed endocrino (in 
questo caso si parla di carcinoide polmonare di origine 
neuroendocrina) o linfatico (in questo caso si tratta di linfoma 
polmonare), (G. Bonadonna et al., 2002). 
 
Tumore del polmone: le mutazioni genetiche 
Le mutazioni genetiche osservate in pazienti con “ tumore del 
polmone non a piccole cellule”  sono molteplici. In questo studio ci 
soffermeremo sulle mutazioni che interessano il recettore del fattore di 
crescita epiteliale (EGFR) e la chinasi del linfoma anaplastico (ALK). 
Altre anomalie riscontrate sono la sovraespressione della famiglia 
MYC, l'inattivazione di P53, p16, RB, FHIT, RASSF1A, SEMA3B, 
l’ attività telomerasica, l’ espressione di BCL2 e le mutazioni 
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riguardanti la famiglia di proteine RAS. La “ figura 1”  mostra la 
frequenza con la quale le mutazioni appena citate si ritrovano nella 
popolazione. 
Mutazioni genetiche in NSCLC
Mutazione EGFR;
40% (Asiatici), 10% 
(occidentali)
Mutazione RAS; 
10-15%
Inattivazione RB; 
15-30%
Inattivazione p16; 
30-70%
Inattivazione FHIT ; 
50-75%
Inattivazione 
RASSF1A ; 40%
Inattivazione P53; 
50%
Espressione BCL2 ; 
10-35%
Inattivazione 
SEMA3B ; 75%
Attività 
telomerasica; 
80-85%
Traslocazione ALK;
4% 
Sovraespressione 
MYC; 5-10%
 
 Figura 1.  Mutazioni genetiche in NSCLC (“ Cancer” , De Vita, Hellman, 
Rosenberg's). 
 
Le mutazioni genetiche principalmente responsabili del tumore del 
polmone non a piccole cellule (NSCLC) riguardano geni che codificano 
per EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor) e ALK (Anaplastic 
Limphoma Kinase).   
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EGFR e KRAS: Il recettore del fattore di crescita epidermico (EGFR) 
normalmente si trova sulla superficie delle cellule epiteliali ed è spesso 
sovra-espresso in numerose neoplasie umane. Nel 2004 vennero 
identificate per la prima volta le mutazioni nel gene EGFR, tra le quali 
abbiamo:  
- la delezione in-frame nell'esone 19 (45-50%); 
- la mutazione puntiforme p.L858R (sostituzione della Leucina in 
posizione 858 con Arginina) nell'esone 21(40-45%); 
- altre mutazioni meno comuni localizzate in altri esoni: EX20INS, 
p.L861Q, p.G719X, p.S768I; 
Tali mutazioni sono più frequentemente osservate nei non-fumatori, 
asiatici, di sesso femminile, con adenocarcinoma (40%), mentre nella 
popolazione occidentale hanno una minore ricorrenza (<10%) (I. Stasi 
e F. Cappuzzo, 2014).  La mutazione attivante su EGFR rappresenta 
un determinante biologico critico per la scelta della terapia appropriata 
nei pazienti con tumore del polmone. Esiste una significante 
correlazione tra le mutazioni su EGFR- specialmente la delezione 
nell’ esone 19 e le mutazioni nell’ esone 21 (p.L858R, p.L861), 
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nell’ esone 18 (p.G719X, p.G719), e nell’ esone 20 (p.S768I)- e la 
sensibilità agli EGFR-TKIs (EGFR-inibitori della tirosin chinasi).          
La mutazione di inserzione nell’ esone 20 predice resistenza ai livelli 
clinicamente raggiungibili di TKIs.  
Altre mutazioni spesso presenti in caso di adenocarcinoma  riguardano  
il gene  KRAS (20-30%), che codifica per una famiglia di proteine 
chiamate p21 (21KDa) attivate dal legame con la guanosina trifosfato. 
La mutazione puntiforme provoca una perdita della loro attività 
intrinseca GTPasica, che porta ad una continua attivazione del segnale 
RAS. L'80% delle mutazioni di K-RAS riguardano il codone 12, altre 
sono localizzate nei codoni 13 o 61. Sono state osservate 
maggiormente nella popolazione non-asiatica (Africani, americani e 
bianchi caucasici) piuttosto che negli asiatici (Daquan Meng et al., 
2013). La sovrapposizione tra le mutazioni di EGFR e KRAS si 
presenta in meno dell’ 1% dei pazienti con tumore del polmone. Le 
mutazioni di KRAS sono associate ad una resistenza intrinseca  agli 
EGFR-TKIs, per cui il loro rilevamento potrebbe essere usato per la 
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selezione di pazienti come candidati per la terapia con EGFR-TKI.        
Il test di KRAS potrebbe identificare pazienti che potrebbero non 
beneficiare di ulteriori test diagnostici molecolari (NCCN Guidelines 
Version 4.2015). 
 
ALK: Il gene che codifica per la chinasi del linfoma anaplastico (ALK) 
può andare incontro ad un riarrangiamento, che consiste nella fusione 
tra ALK e vari geni partner, dando così origine a proteine di fusione. La 
proteina di fusione EML4 (echinoderm microtubule-associated protein-
like4) -ALK, scoperta nel 2007, ed altre ALK-proteine di fusione 
(KIF5B-ALK, TFG-ALK, KLC1-ALK) giocano un ruolo fondamentale 
nello sviluppo di circa il 4% dei tumori NSCLC. La fusione EML4-ALK 
risulta da un’ inversione a livello del braccio corto del cromosoma 2, 
che fonde porzioni differenti del gene EML4 con una porzione del gene 
ALK. Tale riarrangiamento genera una chinasi chimerica 
costitutivamente attiva (Alice T. Shaw et al., 2013). La mutazione di 
ALK si ripresenta più comunemente in un sottoinsieme di pazienti non 
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fumatori, di giovane età, con adenocarcinoma, che condivide molte 
delle caratteristiche cliniche dei pazienti con NSCLC, come presentare 
le mutazioni su EGFR. Comunque, nella maggior parte dei casi, le 
traslocazioni di ALK e le mutazioni di EGFR si escludono a vicenda.  Il 
metodo standard per rilevare la traslocazione di ALK è la fluorescenza 
sul sito di ibridazione (FISH), sebbene altri metodi siano correntemente 
in via di studio, come la reazione a catena della polimerasi (PCR) e 
tecniche di immunoistochimica (IHC). Gli anticorpi appropriati ed il 
metodo di rilevazione dell’ espressione della proteina ALK possono 
essere usati per rapidi pre-screening dell’ adenocarcinoma del 
polmone con ALK-traslocato e per selezionare i casi che saranno 
successivamente confermati dal test di FISH (NCCN Guidelines 
Version 4.2015).  
 15 
EGF-EGFR e molecole di trasduzione del segnale della cascata 
correlata 
Il fattore di crescita epidermico (EGF) svolge un ruolo importante nel 
regolare la crescita, la proliferazione e la differenziazione cellulare 
legandosi al suo recettore EGFR, glicoproteina trans-membrana 
appartenente ai recettori dei fattori di crescita. L’ EGFR oltre all’ EGF 
lega anche il fattore di crescita trasformante α (TGFα ); il legame con 
queste molecole porta all'attivazione transitoria del recettore, che 
omodimerizza con un altro recettore EGFR od eterodimerizza con altre 
proteine della famiglia dei recettori per il fattore di crescita epiteliale. La 
omo/eterodimerizzazione porta all'avvicinamento dei domini 
citoplasmatici dei suddetti recettori, che possiedono un'attività tirosin 
chinasica. Dopo la dimerizzazione dei recettori tirosin chinasici, i primi 
bersagli della fosforilazione sono le numerose tirosine presenti nel 
dominio citoplasmatico del recettore stesso; in conseguenza a ciò si ha 
un cambiamento conformazionale della proteina e il sito attivo per la 
fosforilazione delle tirosine comincia a fosforilare altre proteine 
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bersaglio. Il passaggio successivo nella propagazione del segnale è 
l’ attivazione di una proteina G, in questo caso appartenente alla 
famiglia RAS. La proteina G, attivata dal suo legame con GTP, si lega 
poi a una proteina chinasi citoplasmatica, cambiandone la 
conformazione e innescandone l’ attività chinasica. Le proteine 
chinasiche che sono a valle nella cascata sono le proteine RAF, MEK 
(1 e 2) e MAPK (ERK1 ed ERK2). I bersagli di alcune di queste 
proteine sono attivatori e repressori trascrizionali che, cambiando 
conformazione, inducono o reprimono la trascrizione di geni importanti 
per la proliferazione e crescita cellulare. La dimerizzazione di EGFR 
non comporta soltanto l'attivazione di RAS, ma anche l'innesco della 
via di PI3K, il cui principale bersaglio è AKT che, in seguito ad 
attivazione, è in grado di inibire fortemente l'apoptosi. 
Riassumendo possiamo dire che l’ attivazione di EGFR è in grado di 
innescare due vie di segnale: 
 KRAS –  BRAF –  MEK (Mitogen-activated ERK kinase) –  
MAPK (Mitogen Activated Protein Kibase) 
 17 
coinvolta principalmente nella proliferazione e differenziazione 
cellulare; 
 PI3K  –  AKT  
implicata soprattutto nella sopravvivenza/morte delle cellule. 
 
Figura 2. Cascata del segnale a partire dall’ interazione EGF-EGFR (Source 
BioScience). 
 
I recettori e le proteine implicati nella via di trasduzione del segnale di 
EGF, se mutati possono essere caratterizzati da un persistente stato di 
attivazione, anche in assenza del legame con il fattore di crescita; ciò 
fa si che vengano inviati continui segnali mitotici alla cellula. 
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Queste vie, se alterate, portano ad una serie di cambiamenti biochimici 
che possono favorire la proliferazione cellulare, aumentando la 
probabilità di formazione del tumore, la sua capacità di invadere i 
tessuti e dare metastasi, la sua capacità angiogenica (Antony J.F. 
Griffiths et al. Genetica - Principi di analisi formale VI edizione). 
In diversi studi è stato visto che mutazioni che portano a sovra-
espressione o a iper-attività di EGFR sono associate ad un certo 
numero di tumori, inclusi tumore del polmone e tumore del colon-retto 
(Ramzi S. Contran et al., Robbins IV edizione Vol. I). 
 
La proteina ALK (anaplastic lymphoma kinase) 
La chinasi del linfoma anaplastico fu descritta per la prima volta nel 
1994 come  proteina di fusione NPM (nucleophosmin)-ALK, 
maggiormente espressa nei linfomi anaplastici a grandi cellule 
(ALCLS). Nel corso degli anni sono state scoperte numerose “ ALK-
proteine di fusione”  risultate da vari riarrangiamenti cromosomiali, le 
quali sono coinvolte nella patogenesi di molte malattie. Il gene ALK 
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wild-type codifica per un recettore tirosin-chinasico transmembrana, 
che fisiologicamente contribuisce allo sviluppo del sistema nervoso 
embrionale e la cui espressione decresce dopo la nascita. A livello 
cellulare, ALK regola le vie del segnale canoniche che sono condivise 
con altri recettori tirosin-chinasici:  
 RAS-mitogen activated protein kinase (MAPK); 
 Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-AKT; 
 JAK-STAT.  
 
Figura 3. Cascata del segnale a partire da ALK attivato (G. Scagliotti et al., 2012). 
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Nel caso dei riarrangiamenti del gene ALK, i partners sull’ estremità 
5’ , come NPM e EML4, sono fusi al dominio tirosin-chinasico 
intracellulare di ALK, determinando un’ espressione alterata di ALK 
nel citoplasma. In più, i domini nelle proteine partner promuovono 
dimerizzazione e oligomerizzazione delle proteine di fusione, portando 
all’ attivazione costitutiva della chinasi ALK e quindi alla trasduzione 
del segnale intracellulare. Questo sfocia in una proliferazione cellulare 
e in una sopravvivenza incontrollata. Numerosi studi hanno dimostrato 
che proteine di fusione ALK, come EML4-ALK, sono oncogeniche e 
sufficienti ad indurre una trasformazione sia in vitro che in vivo, ma 
necessitano di segnali continui da ALK per crescere e sopravvivere 
(Alice T. Shaw et al., 2013). 
EGFR ed ALK possono essere considerati due biomarcatori 
molecolari, che in questo studio sono stati analizzati nei casi di tumore 
del polmone non a piccole cellule metastatico. La determinazione del 
loro stato, wild-type o mutato, permette di predire l’ efficacia 
dell’ azione dei farmaci biologici, quali gli anticorpi anti-EGFR o anti-
ALK,  consentendo una targeted terapy. 
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TRATTAMENTO 
Nel corso degli ultimi anni la sempre miglior comprensione dei processi 
biologici alla base della trasformazione neoplastica ha consentito lo 
sviluppo di nuove molecole dotate di particolari meccanismi d'azione, 
in grado di interferire in maniera selettiva con la cellula tumorale, 
bloccandone la proliferazione. Questi nuovi farmaci, definiti 
“ biologici”  in quanto indirizzati verso target molecolari specifici 
diversi da quelli tradizionali della chemioterapia, hanno dimostrato 
interazioni favorevoli con le associazioni chemioterapiche classiche (G. 
Bonadonna et al., 2007).  
Di questi farmaci fanno parte gli inibitori orali di ALK, crizotinib e 
ceritinib, approvati dalla Food and Drug Administration (FDA) nel 2011, 
per i pazienti con NSCLC metastatico positivi alla traslocazione di ALK. 
Altri farmaci appartenenti a questa classe ma attivi anche su EGFR 
mutati sono: alectinib e AP26113. 
Crizotinib nasce come inibitore target di c-MET, ma studi successivi 
hanno dimostrato una sua attività anche a livello di ALK e ROS1. 
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Compete con l’ ATP nel legame ad ALK, impedendone il 
funzionamento. Risulta essere ben tollerato, gli effetti avversi più 
frequenti sono di grado 1: disturbi visivi, nausea/vomito, diarrea, 
costipazione, affaticamento ed edema periferico (Alice T. Shaw et al., 
2013). 
Contro le mutazioni di EGFR è possibile usare gli inibitori della tirosin-
chinasi (TKIs): gefitinib ed erlotinib. Agiscono come inibitori competitivi 
del legame dell'ATP con il sito attivo chinasico di EGFR, impedendo la 
fosforilazione continua e quindi la trasduzione del segnale a valle. 
Specifiche mutazioni nel dominio tirosin-chinasico (esoni 18-21) del 
gene di EGFR, definite “ attivanti” , sono predittive di una risposta 
favorevole a tali farmaci e sono associati ad una buona prognosi. Altri 
fattori predittivi di risposta sono il genere femminile, l'etnia asiatica e lo 
stato di non-fumatori. Spesso tali farmaci vengono associati all'uso di 
antiangiogenici, che intervengono sulla vascolarizzazione del tumore in 
crescita, come il bevacizumab (inibitore del fattore di crescita 
dell’ endotelio vascolare VEGF), mostrando una maggiore efficacia 
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rispetto alla monoterapia (C. Helwick, 2014). 
 
Figura 4. Meccanismo d’ azione di erlotinib e gefitinib (Copyright © 2015 
Airc5x1000Staminali./Nature Reviews, Drug Discovery). 
Le mutazioni del gene KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene 
homolog), sembrano conferire resistenza ai TKIs. KRAS è un 
mediatore a valle del segnale cellulare indotto da EGFR, le mutazioni 
RAS conferiscono un'attivazione costitutiva della trasduzione del 
segnale senza reale attivazione di EGFR. Contro le mutazioni di 
KRAS, che possono essere accompagnate da mutazioni su TP53 e 
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LKB1 (geni oncosoppressori), si usa docetaxel (antimitotico) in 
associazione a selumetinib o trametinib (inibitori MEK), poichè non ci 
sono farmaci inibitori diretti. In alcuni casi si è verificato l’ instaurarsi di 
resistenza a tale associazione, dove copresenti mutazioni di KRAS e 
LKBI (C. Helwick, 2014). 
 
Schemi terapeutici di studi clinici per la cura del tumore del polmone 
NSCLC in stadio avanzato/metastatico. 
Pazienti con mutazioni di EGFR vengono sottoposti ad una prima linea 
di trattamento con gefitinib (o erlotinib). Qualora avessero già iniziato la 
chemioterapia prima di aver identificato la mutazione, la si deve 
interrompere o affiancare a gefitinib (o erlotinib). In caso di 
progressione della malattia si procede  con un ulteriore trattamento con 
TKIs: gefitinib oppure erlotinib oppure afatinib.  
Pazienti risultati ALK positivi, vengono sottoposti ad una prima linea di 
trattamento con crizotinib. Qualora avessero già iniziato la 
chemioterapia prima di aver identificato la mutazione, la si interrompe 
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e si inizia la somministrazione di crizotinib. In caso di progressione 
della malattia è possibile improntare una seconda-linea di trattamento 
con crizotinib oppure sostituirlo con ceritinib. Se dopo la seconda-linea 
di trattamento si ha ancora progressione della malattia si ricorre alla 
chemioterapia (tumore squamoso) oppure alla chemioterapia associata 
a bevacizumab (adenocarcinoma). Il bevacizumab dovrebbe essere 
somministrato per tutta la durata della progressione della malattia 
(NCCN Guidelines Version 4.2015). 
 
RESISTENZA ACQUISITA 
I meccanismi alla base dell’ instaurarsi di resistenza acquisita verso 
una certa categoria di farmaci si possono dividere in due classi: 
1. Alterazione del gene-bersaglio, in seguito a mutazione oppure 
amplificazione dello stesso, che porta ad una limitata azione 
della molecola nell’ inibire la chinasi. In presenza del farmaco, la 
chinasi rimane attiva e trasmette un segnale aberrante. Esempi 
di questo tipo di resistenza sono: la mutazione p.T790M di EGFR 
 26 
e la p.L1196M di ALK; 
2. Attivazione di vie alternative di trasduzione del segnale, che non 
necessitano dell’ attivazione da parte della molecola-bersaglio 
dei farmaci. Come esempio, nel 5-10% dei casi resistenti agli 
EGFR-TKIs, la resistenza è mediata dall’ amplificazione di c-
MET, che attiva il segnale intracellulare indipendentemente da 
EGFR, permettendo alle cellule resistenti di crescere nonostante 
l’ inibizione di EGFR (Alice T. Shaw et al., 2013). 
Resistenza verso gli EGFR-inibitori della tirosin-chinasi 
L'uso dei farmaci “ biologici”  ha messo in evidenza l'avvento di 
resistenza acquisita verso gli inibitori della tirosin-chinasi, che si può 
verificare in seguito a 8-12 mesi di trattamento con gefitinib o erlotinib. 
La resistenza primaria alla terapia con EGFR-TKI è associata alla 
mutazione di KRAS, mentre la resistenza acquisita può essere dovuta 
ai seguenti meccanismi:  
- mutazione T790M sull’ esone 20 di EGFR (63%); 
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- amplificazione del gene che codifica per MET (5%); 
- amplificazione del gene che codifica per HER2 (13%); 
- trasformazione istologica in piccole cellule (3%);  
- mutazione di PIK3CA; 
- transizione epiteliale-mesenchimale (EMT);  
Un terzo di questi meccanismi rimane tuttora sconosciuto (20%). La 
sovrapposizione di più meccanismi di resistenza acquisita si ritrova nel 
4% dei casi. (Helena A. Yu et al, 2013). 
Meccanismi di resistenza verso gli EGFR-TKIs
EGFR T790M 
63%
Trasformazione in 
piccole cellule; 3%
Amplificazione 
MET; 5%
Amplificazione 
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Meccanismo 
sconosciuto; 20%
 
Figura 5. Mutazioni che conferiscono resistenza agli EGFR-TKIs (Helena A. Yu et 
al, 2013). 
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p.T790M 
La mutazione p.T790M è ritenuta il meccanismo di resistenza acquisita 
più frequente, in quanto si verifica nel 50-60% dei casi trattati con 
gefitinib o erlotinib. Si tratta di una mutazione puntiforme che consiste 
nella sostituzione della treonina con una metionina in posizione 790 
nell'esone 20, il quale codifica per il dominio tirosin-chinasico del 
recettore per il fattore di crescita epidermico. La treonina 790 viene 
chiamata residuo “ gatekeeper” , a causa della sua posizione 
all’ ingresso della tasca idrofobia nella parte posteriore al sito di 
legame dell’ ATP, rendendola un importante determinante della 
specificità degli inibitori delle proteine chinasi. La sua sostituzione con 
un residuo di metionina, molto più ingombrante, crea un ingombro 
sterico che interferisce nel legame dei TKIs, portando al blocco 
dell'azione di gefitinib ed erlotinib. La p.T790M aumenta l’ affinità 
dell’ ATP per il dominio tirosin-chinasico di EGFR, portando di 
conseguenza ad un calo del legame di gefitinib ed erlotinib, in quanto 
agenti ATP-competitivi (Cai-H.Yun et al,2007 & Wen-S.Wu et al, 2014). 
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Amplificazione MET  
Il proto-oncogene MET codifica per il recettore tirosin-chinasico del 
fattore di crescita epatocitario (HGF). Tale molecola regola i 
meccanismi di proliferazione cellulare e di differenziamento epiteliale 
ed endoteliale di molti organi. L’ amplificazione di MET porta alla 
formazione di un recettore normale ma iperespresso, in quanto il 
numero di copie del proto-oncogene è aumentato. L’ amplificazione 
MET può verificarsi in concomitanza alla p.T790M o ad altre mutazioni 
oppure singolarmente, ed è responsabile della resistenza ai TKIs, in 
quanto il recettore attiva il segnale intracellulare indipendentemente da 
EGFR (Helena A. Yu et al, 2013). 
Amplificazione HER2 
Il gene HER2 codifica per un recettore tirosin-chinasico 
transmembrana,  membro della famiglia ErbB. L’ attivazione della 
proteina HER2 promuove la trasduzione del segnale intracellulare, che 
si traduce nella proliferazione e nella differenziazione cellulare.  
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L’ amplificazione di HER2 porta ad un’ attivazione costituzionale del 
recettore, che induce la crescita tumorale, indipendentemente 
dall’ azione degli EGFR-TKIs.  
Trasformazione istologica in PICCOLE CELLULE 
Non è chiaro se la trasformazione in piccole cellule è semplicemente 
associata allo sviluppo di resistenza od è essa stessa un meccanismo 
causa di resistenza. La trasformazione istologica potrebbe essere 
dovuta unicamente al trattamento con TKI, dal momento che non è 
stata riscontrata in pazienti in chemioterapia, anche se i dati derivanti 
dalle re-biopsie sono spesso limitati. I pazienti che presentano tale 
trasformazione cellulare hanno una progressione della malattia 
piuttosto aggressiva, simile a quella del tumore al polmone a piccole 
cellule, per cui è di fondamentale importanza rilevarla in modo da 
attuare il giusto trattamento terapeutico (chemioterapia), (Helena A. Yu 
et al, 2013). 
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PIK3CA 
Altri meccanismi di resistenza agli inibitori di EGFR potrebbero 
riguardare mutazioni attivanti di altri principali effettori della via attivata 
da EGFR, ad esempio PI3K (phosphoinositide-3-kinase/phosphate), 
PTEN (tensin homologue deleted from chromosome10) e AKT (alpha 
serine/threonine protein kinase). PI3K è un attivatore di AKT, che 
regola la sopravvivenza delle cellule tumorali, l'apoptosi, la 
proliferazione, la crescita, la motilità e i riarrangiamenti del 
citoscheletro. La via PI3K/AKT gioca un ruolo importante 
nell'oncogenesi e nella progressione del tumore al polmone. E' stato 
stabilito che PI3K viene attivato dalla stimolazione del recettore tirosin-
chinasico. Recentemente, in addizione a tale meccanismo, è stato 
scoperto che anche mutazioni somatiche a livello del gene della 
PIK3CA (phosphoinositide-3-kinase catalytic alpha) possono attivare la 
via del segnale di PI3K e  AKT. Tali mutazioni sono piuttosto rare nel 
cancro del polmone non a piccole cellule (1-4%), e avvengono 
principalmente negli esoni 9 e 20, che codificano rispettivamente per 
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una parte di dominio a elica e chinasico. PIK3CA mutato stimola la via 
di AKT, promuovendo la crescita cellulare in molti tipi di cancro, e 
viene associato ad una prognosi infausta. Studi hanno dimostrato che 
mutazioni attivanti di PIK3CA (e KRAS) sembrano essere predittive  
del fallimento della terapia con EGFR-TKIs (Vienna Ludovini et al. 
2011). 
EMT 
Si tratta di un cambiamento istologico delle cellule tumorali, le quali 
perdono la morfologia epiteliale e sviluppano una morfologia 
mesenchimale. Ciò è spesso dovuto ad un cambiamento 
nell’ espressione di specifiche proteine, ad esempio la perdita di “ E-
cadherin”  e il guadagno di “ vimentin”  (Lecia V. Sequist et al, 
2011).  
Resistenza verso gli inibitori di ALK 
Il trattamento della traslocazione ALK con crizotinib può portare 
all’ instaurarsi di resistenza acquisita, nella maggior parte dei casi, 
dopo un anno o due di terapia. Recentemente sono stati pubblicati 
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numerosi studi riguardanti i meccanismi di resistenza a crizotinib, in 
pazienti con NSCLC, positivi alla traslocazione ALK, tra questi 
abbiamo: 
- Mutazioni secondarie localizzate nel dominio tirosin-chinasico di 
ALK; 
- Amplificazione del gene di fusione di ALK; 
- Attivazione di vie di trasduzione del segnale secondarie. 
Meccanismi di resistenza verso gli inibitori di ALK
Amplificazione c-
KIT 
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Figura 6. Alterazioni che inducono resistenza a Crizotinib nei pazienti ALK-positivi, 
(Alice T. Shaw et al, 2013). 
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Mutazioni secondarie di ALK 
L’ oncogene ALK può subire mutazioni durante la progressione 
tumorale, che possono renderlo costitutivamente attivo 
indipendentemente dai segnali ricevuti a monte. Una delle più comuni 
mutazioni riscontrate è la mutazione “ gatekeeper”  p.L1196M, che 
consiste nella sostituzione dell’ amminoacido leucina in posizione 
1196 con una metionina, la quale sembra ostacolare il legame dei TKI 
a causa dell’ ingombro sterico che induce. A differenza di quanto 
avviene nella resistenza agli EGFR-TKIs in NSCLC, in cui la p.T790M 
è essenzialmente l’ unica mutazione di EGFR riscontrata in clinica, 
per quanto riguarda ALK sono state identificate diverse mutazioni 
associate a resistenza, localizzate sul dominio tirosin-chinasico (TK). 
Abbiamo, ad esempio, la sostituzione p.G1269A, che interessa la 
tasca in cui avviene il legame con ATP, oppure le mutazioni p.G1202R 
e p.S1206Y, localizzate nella regione “ solvent-exposed”  del dominio 
chinasico, che potrebbero diminuire l’ affinità di legame di crizotinib. 
Al contrario, altre mutazioni come l’ inserzione della treonina in 
posizione 1151, sono poste lontano dal sito di legame dell’ ATP, ma 
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sembrano comunque compromettere il legame con Crizotinib a causa 
del cambiamento conformazionale che inducono (Alice T. Shaw et al., 
2013). Altre mutazioni rilevate, associate a resistenza, sono la 
p.C1156Y, la p.L1152R e la p.F1174L. La p.F1174L, in particolare, 
promuove la conformazione attiva di ALK, sfavorendo così il legame di 
crizotinib che si lega preferenzialmente ad ALK quando ha 
conformazione inattiva (Takaaki Sasaki et al., 2011). 
Amplificazione di ALK 
L’ amplificazione del gene di fusione ALK è stata ritrovata in un 
piccolo numero di tumori resistenti a crizotinib, con o senza la 
simultanea presenza di mutazioni di ALK. In particolare è stato 
dimostrato che l’ amplificazione del gene di fusione EML4-ALK è in 
grado, da sola, di conferire resistenza a concentrazioni intermedie di 
crizotinib. 
Vie secondarie di trasduzione del segnale 
Approssimativamente nella metà dei casi in cui la resistenza è dovuta 
all’ attivazione di vie alternative di trasduzione del segnale, la via 
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coinvolta è quella di EGFR. Il meccanismo attraverso il quale EGFR 
risulta maggiormente attivato è sconosciuto, sebbene studi in vitro 
suggeriscono che sia dovuto ad una up-regulation di EGFR o dei sui 
ligandi. Da notare che le mutazioni di EGFR non sono state trovate in 
alcun tumore ALK-positivo resistente, per cui è improbabile che 
l’ attivazione mutazionale sia la causa dell’ aumentata attivazione di 
EGFR. Un ulteriore via di trasduzione del segnale, la cui attivazione 
conferisce resistenza a crizotinib, è c-KIT. In questo caso è stato 
confermato che l’ incremento di attivazione di tale via è dovuto ad una 
sovraespressione di c-KIT e del suo ligando “ stem-cell factor”  
(SCF). Esperimenti di laboratorio confermano che la sovraespressione 
di c-KIT è indispensabile per promuovere la resistenza, la quale 
potrebbe essere superata dal trattamento combinato di imatinib e 
crizotinib, inapplicabile a causa di mancati studi clinici di questa 
associazione e per la probabile elevata tossicità della combinazione. 
Infine è stato identificato un ulteriore possibile meccanismo di 
resistenza dato dall’ attivazione di KRAS in seguito a mutazione. 
Comunque la significatività di tale ritrovamento è incerta, poiché 
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l’ espressione dell’ oncogene KRAS è stata riscontrata anche in 
cellule non resistenti a crizotinib (Alice T. Shaw et al., 2013). 
 
TRATTAMENTI CONTRO LA RESISTENZA ACQUISITA:  
Resistenza agli EGFR-TKIs 
Al momento non ci sono trattamenti standard per i pazienti che hanno 
sviluppato resistenza agli inibitori della tirosin-chinasi di EGFR. 
Molte strategie terapeutiche sono state proposte per trattare tali 
pazienti: 
1) La chemioterapia, come seconda linea di trattamento, è 
comunque una scelta ragionevole, nonostante la mancanza di 
evidenze prospettiche  per questa categoria di pazienti. Studi 
hanno dimostrato un 15% di tasso di risposta (RR) e circa 4 mesi 
di sopravvivenza libera da progressione (PFS) nei pazienti con 
EGFR mutato, che hanno effettuato una chemioterapia dopo 
trattamento con erlotinib. 
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2) I TKIs di prima generazione (gefitinib ed erlotinib) sono degli 
inibitori reversibili ATP-competitivi, che possono essere 
nuovamente impiegati dopo un periodo di interruzione della 
terapia (tempo medio 11 mesi, ASCO 2012 meeting) oppure 
possono  essere associati  alla chemioterapia, in entrambi i casi 
si ottiene un effetto modesto.  
3) I TKIs di seconda generazione sono farmaci con azione 
irreversibile ed una più alta affinità alla tirosina chinasi, ciò 
comporta un blocco più duraturo del segnale. Inoltre tali sostanze 
andando ad inibire il pan-HER (pan-human epidermal receptor), 
bloccano la via del segnale indotto da EGFR più esaustivamente. 
In vitro è stata inoltre dimostrata una loro attività contro la 
mutazione p.T790M. Di questa seconda generazione di EGFR-
TKIs fanno parte: neratinib, dacomitinib e afatinib. 
Neratinib è un inibitore irreversibile orale di EGFR e HER2. Uno 
studio di fase I sui tumori solidi in stadio avanzato ha individuato 
la massima dose tollerante (MTD) di neratinib, 320mg al giorno, 
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ma poiché si presentava  diarrea (nel 46% dei casi  di grado ¾) e 
altri effetti avversi (nel 58% dei casi di grado ¾) a livelli 
inaccettabilmente alti, il dosaggio è stato abbassato a 240 mg al 
giorno. Tale dosaggio potrebbe non consentire un’ azione 
terapeutica, per cui non è tra i più indicati.  
Dacomitinib è un inibitore irreversibile di pan-HER e studi di fase I 
hanno stabilito come MTD 45 mg al giorno. Eventi avversi 
gastrointestinali e dermatologici, soprattutto di grado 1 o 2, sono 
risultati più frequenti con l’ uso di dacomitinib piuttosto che con 
erlotinib. Al tempo stesso, è stato inoltre dimostrato che non 
portava a miglioramenti statisticamente significativi nel PFS, 
quando comparato ad erlotinib o gefitinib.  
Afatinib è un inibitore altamente selettivo e irreversibile di EGFR e 
pan-HER. Modelli preclinici in vivo ed in vitro hanno dimostrato 
un’ aumentata affinità sia verso le mutazioni comuni di EGFR 
sia verso la mutazione p.T790M, mentre studi di fase I hanno 
stabilito l’ MTD che corrisponde a 50 mg al giorno. 
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Gli eventi avversi predominanti sono stati diarrea (100%) e 
rash/acne (91,9%) di tutti i gradi.  
I TKIs di seconda generazione hanno mostrato effetti promettenti 
nei modelli preclinici, ma un’ attività limitata nei trials clinici di 
pazienti con resistenza acquisita, a causa della loro tossicità. 
4) I TKIs di terza generazione sono ancora in via di studio, di questa 
classe fanno parte: CO-1686 e AZD9291.  
CO-1686 (2,4-disubstituited pyrimidine compound) è un nuovo 
inibitore orale di EGFR, irreversibile e particolarmente selettivo. 
Modelli preclinici hanno dimostrato un’ attività anti-tumorale 
verso quei tumori portatori delle mutazioni di EGFR p.L858R e 
p.T790M. A differenza dei TKIs di seconda generazione, questa 
molecola è risultata essere ben tollerata. Eventi avversi si sono 
presentati nel 20% dei casi, il più frequente (19%) è  
l’ iperglicemia di grado 3, asintomatica. Altri effetti avversi come 
nausea, diarrea, fatica, diminuzione dell’ appetito, soprattutto di 
grado 1, sono stati notati nel 10% dei casi.  
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AZD9291 è un inibitore potente, selettivo e irreversibile. Ha 
dimostrato attività anti-tumorale verso EGFR anche a basse dosi, 
pur alzando il dosaggio da 20 a 160 mg al giorno non è 
comparsa tossicità.  
I trials di fase I di questi due farmaci hanno mostrato effetti 
promettenti nei pazienti TKI-resistenti, con una bassa quantità di 
effetti avversi. Ulteriori studi sono tuttora in corso (W. S. Wu et al, 
2014). 
 
Resistenza agli ALK-inibitori 
La scoperta dei meccanismi di resistenza acquisita è essenziale per 
poter elaborare strategie per sconfiggerla in clinica. Di seguito le 
strategie terapeutiche proposte per trattare tali pazienti: 
1) Gli inibitori di ALK di nuova generazione, impiegati nei pazienti in 
cui la resistenza a crizotinib è mediata dall’ amplificazione di 
ALK o da una sua mutazione. Tali farmaci sono strutturalmente 
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diversi da crizotinib e più potenti. Attualmente in via di studio: 
LDK378, AP26113, AF802, ASP3026. In particolare, al “ 48° 
ASCO Annual Meeting”  è stata discussa l’ efficacia e la 
sicurezza di LDK378 (ceritinib). In uno studio di 26 pazienti ALK-
positivi, che hanno assunto crizotinib in prima linea di 
trattamento e ceritinib in seguito a resistenza, la risposta è stata 
dell’ 81%. Il tempo di intervallo tra crizotinib e LDK378 non è 
stato riportato. L’ attività marcata di LDK378 suggerisce una 
maggiore potenza nell’ inibizione di ALK, fondamentale nel 
trattamento dei pazienti che sviluppano resistenza in seguito a 
mutazioni secondarie di ALK. E’  stato inoltre evidenziato che 
gli ALK-inibitori di seconda generazione non sono tra loro 
equivalenti ed hanno potenzialità diverse nei confronti delle 
differenti mutazioni che inducono resistenza. Ad esempio, EML4-
ALK contenente la mutazione p.G1269A, è altamente sensibile a 
molti ALK-inibitori di seconda generazione, mentre la mutazione 
p.G1202R conferisce elevati livelli di resistenza verso la maggior 
parte degli ALK-TKI testati.   
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Numerosi studi hanno inoltre dimostrato che è possibile 
l’ attivazione di più di un meccanismo di resistenza in uno stesso 
paziente, ad esempio la co-presenza delle mutazioni p.L1196M e 
p.C1156Y nel gene di ALK, oppure la contemporanea attivazione 
delle vie di trasduzione del segnale di EGFR e c-KIT. 
Tali alterazioni possono verificarsi in sezioni diverse sia dal punto di 
vista spaziale che istologico, per cui è fondamentale cogliere 
l’ eterogeneità della malattia, per contrastarla più esaurientemente. 
Terapie combinate sono tuttora in via di studio, in particolare 
l’ associazione crizotinib-erlotinib-dacomitinib (A. T. Shaw et al, 
2013). 
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TECNICHE DI RILEVAZIONE DI RESISTENZA:  
La biopsia 
La disponibilità di tessuto tumorale per le analisi molecolari è stata di 
straordinaria importanza nel definire la diagnosi ma anche i 
meccanismi alla base della resistenza acquisita verso gli agenti-target.  
La biopsia è un esame medico che consiste nel prelievo di una 
porzione o di un frammento di tessuto da un organismo vivente. Il 
tessuto prelevato viene poi analizzato al microscopio o con tecniche di 
microbiologia o di biologia molecolare, al fine di escludere o 
confermare un sospetto di malattia. Il prelievo di tessuto può avvenire 
per via percutanea, per via endoscopica (mediante prelievo con un 
ago) o mediante escissione nel contesto di un intervento operatorio. 
Inoltre per consentire l’ allestimento di preparati osservabili al 
microscopio, il tessuto viene prima fissato in formalina e quindi incluso 
in paraffina. Il tessuto così ottenuto può essere tagliato in fettine dello 
spessore di 2-4 micron e montato su un vetrino porta-oggetti. Il medico 
specialista in anatomia patologica valuta il vetrino al microscopio e 
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formula la diagnosi. 
Sebbene il tessuto tumorale sia ad oggi il “ gold standard”  per 
l’ analisi molecolare, esistono delle limitazioni in termini di 
acquisizione e utilità. 
 Gli svantaggi della biopsia: 
 è un metodo invasivo; 
 talvolta certe lesioni sono clinicamente inaccessibili; 
 la tecnica può causare l'accidentale migrazione di cellule tumorali 
dal sito primario, permettendo a queste di diffondere in altre aree 
del corpo. Infatti, il tumore deve essere perforato dalle quattro 
alle sei volte per ottenere un sufficiente ammontare di tessuto per 
la diagnosi; ciò può causare la rottura del tumore e il diffondersi 
delle cellule tumorali lungo il tracciato dell'ago, nel sistema 
linfatico o in quello sanguigno (Perkins et al., 2012). 
 
Oltre alle problematiche relative all’ acquisizione tissutale, 
anche la conservazione e l’ eterogeneità tumorale rappresentano 
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elementi a sfavore nell’ uso del tessuto tumorale per l’ analisi 
molecolare. 
 conservazione: la formalina in cui viene immerso il tessuto può 
degradare il DNA a tal punto da renderlo inutilizzabile per 
analizzare la presenza di mutazioni, in questo caso risulta 
impossibile fare una diagnosi; 
 eterogeneità: l’ incapacità di cogliere l’ eterogeneità tumorale è  
senza dubbio il limite maggiore della biopsia. Aree diverse dello 
stesso tumore possono mostrare profili genetici diversi, come 
anche le varie metastasi all’ interno di uno stesso paziente. 
Quindi prelevare una sezione di tessuto da un tumore isolato non 
consente di valutarne l’ eterogeneità, per farlo occorrerebbero 
biopsie multiple e ripetute nel tempo;  
 
Al fine di superare le limitazioni della biopsia, sono state studiate delle 
tecniche meno invasive, capaci di identificare l’ eterogeneità tumorale 
e i cambiamenti molecolari a cui vanno incontro le cellule neoplastiche 
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in seguito a trattamento farmacologico (Luis A. et al, 2014).  
La facile accessibilità del DNA tumorale circolante presente nel siero e 
nel plasma potrebbe costituire una valida alternativa alle ripetute 
biopsie e potrebbe rappresentare un importante aiuto per monitorare i 
cambiamenti molecolari del tumore in corso di trattamento (A. Ziegler 
et al., 2002).  
 
Il DNA tumorale circolante: la scoperta 
La presenza di acidi nucleici liberi nel sangue umano fu descritta per la 
prima volta nel 1948 da Mandel e Metais, i quali ritrovarono DNA e 
RNA sia nel siero di individui sani che in quello di individui malati 
(Massimiliano Paci et al., 2008). Nonostante il carattere innovativo di 
questo lavoro, gli venne dato poco valore fino al 1977, quando fu 
dimostrato che i pazienti affetti da cancro recavano nel plasma livelli 
più alti di DNA circolante rispetto ai controlli sani. Quantità ancora 
maggiori furono ritrovate in pazienti metastatici (P. Anker et al., 2001). 
Studi successivi hanno confermato che gli acidi nucleici circolanti 
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(CNA) sono presenti in piccole quantità nel sangue di individui sani ed 
aumentano nei pazienti affetti da una serie di disturbi clinici come 
tumore, ictus, traumi, infarto del miocardico, malattie autoimmuni e 
complicazioni associate a gravidanza (V. Swarup et al., 2007). 
 
Cos’ è il DNA tumorale circolante (cftDNA)  
Il DNA tumorale circolante (cftDNA) fa parte degli acidi nucleici ritrovati 
nel sangue periferico di pazienti affetti da tumore e può essere isolato 
dal siero e dal plasma, sotto-forma di piccoli frammenti di dimensioni 
minori di 1000 bp (Corradi et al., 2012). 
L’ origine del DNA tumorale circolante venne definitivamente 
compresa quando nel 1989, Stroun et al. rilevarono, nel DNA isolato 
dal plasma, mutazioni in comune a quelle del DNA delle cellule 
tumorali degli stessi pazienti (Yu-Kwan Tong et al., 2006). Come 
ulteriore conferma, in studi effettuati su pazienti con tumore del colon-
retto, venne evidenziata la presenza delle stesse mutazioni a carico 
del gene KRAS sia nel DNA tumorale circolante che nel DNA delle 
cellule del tumore. (P. Anker et al., 2001). 
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Il rilascio del cftDNA 
Nonostante il cftDNA sia al centro dell’ interesse della comunità 
oncologica molecolare, il meccanismo con cui viene rilasciato dalla 
cellula originaria deve essere ancora delucidato. Nel 2001, uno studio 
di Jahr et al. ipotizzò che il cftDNA derivasse dalla combinazione di 
processi apoptotici e necrotici. L’ idea venne approfondita in studi 
successivi, i quali dimostrarono che i frammenti di DNA presenti nella 
circolazione originavano dalla fagocitosi da parte di macrofagi di cellule 
neoplastiche necrotiche ma anche di cellule apoptotiche. Le prime 
rilasciavano frammenti di DNA tumorale di lunghezza diversa, mentre 
le seconde frammenti di DNA wild-type di lunghezza regolare. Nei 
tumori invasivi le cellule necrotiche aumentano a causa dell’ ipossia, 
ciò implica un conseguente aumento di DNA tumorale in circolo (L. 
Benesova et al, 2012). Comunque sia l’ apoptosi sembra dare un 
maggior contributo al DNA totale in circolo, come suggerito dal fatto 
che la maggior parte dei frammenti di cftDNA ha una lunghezza di 
circa 180-200 bp, caratteristica del processo apoptotico. Il rilascio 
passivo del cftDNA nella circolazione sanguigna è inoltre influenzato 
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dall’ estensione, dall’ ubicazione e dalla vascolarizzazione del 
tumore, andando così a far variare i livelli di cftDNA osservati. Una 
porzione di DNA frammentato deriva direttamente dal tumore, anche 
se il contributo varia tra lo 0,01% e più del 90% (Luis A. et al., 2014). 
 
Quantificazione del cftDNA 
La concentrazione degli acidi nucleici che circolano liberi nei fluidi 
biologici è solitamente bassa e può variare tra i vari individui (Corradi 
et al., 2012). Già da tempo, tramite dosaggio radioimmunologico 
(tecnica di laboratorio utilizzata per dosare qualsiasi composto 
immunogenico disponibile in forma pura e marcabile radioattivamente), 
è stato dimostrato che la concentrazione di DNA circolante in pazienti 
affetti da tumore aumenta fino a 4 volte rispetto a quella dei controlli 
sani (R. Board et al., 2008). Per il DNA tumorale circolante la 
concentrazione varia all’ interno di un range da 1-100 ng/ml di 
campione umano (Corradi et al., 2012). Inoltre, una quantità ancora 
maggiore di DNA è stata trovata nel plasma o nel siero dei pazienti con 
metastasi rispetto a quelli con una malattia localizzata (P. Anker et al., 
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2001). Leon et al. hanno dimostrato anche che i livelli di DNA nel 
plasma dei pazienti affetti da tumore, era effettivamente diminuito dopo 
la chemioterapia, così come in quelli sottoposti a radioterapia (L. 
Benesova et al., 2013). La diminuzione dei livelli di DNA circolante è 
stata notata durante il follow-up dei pazienti che rispondevano al 
trattamento e che hanno mostrato una significativa sopravvivenza 
libera da ricaduta (A. Ziegler et al., 2002). Il follow-up ha inoltre 
evidenziato una stretta correlazione tra la persistenza di alti livelli di 
DNA tumorale circolante nel plasma o nel siero e la resistenza della 
malattia al trattamento (P. Anker et al., 2001).
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Limiti del DNA tumorale circolante 
A causa della piccola quantità e della natura molto frammentata del 
DNA tumorale circolante nel plasma, non è semplice e di facile 
esecuzione un isolamento rapido, efficiente ed affidabile del cftDNA. I 
prodotti commerciali per l’ isolamento degli acidi nucleici dai fluidi 
corporei sono stati sviluppati fino ad ora focalizzandosi su DNA a 
medio ed alto peso molecolare (C. Kirsch et al., 2008). 
In letteratura sono stati messi a confronto vari metodi di estrazione del 
DNA: 
 QIAamp DNA Mini Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany) 
 AgencourtGenfind Blood and Serum GenomicDNA IsolationKit 
(Agencourt Bioscience Corporation, Beverly, MA, USA) 
 QIAamp Virus Spin Kit (Qiagen, Hilden, Germany) 
 Invitrogen ChargeSwitch gDNA 1 mL Serum Kit (Invitrogen, 
Paisley, UK) 
 HighPure PCR Template Preparation kit (Roche) 
 NucleoSpin Plasma XS method 
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Questi possono dare risultati variabili per rendimento, qualità e 
contaminazione del DNA tumorale circolante (R. Board et al., 2008). La 
base per il successo nella rilevazione del DNA tumorale circolante è la 
selezione di un metodo di isolamento che garantisce l'estrazione di una 
quantità sufficiente di cftDNA di qualità (L. Benesova et al., 2008). 
Tuttavia, il confronto dei numerosi dati disponibili è spesso difficile da 
fare a causa della mancanza di procedure e metodologie di analisi 
standardizzate, che variano nella raccolta del plasma o del siero, per il 
metodo di purificazione, per il target genetico analizzato. È evidente 
che qualsiasi futura applicazione del plasma o del siero, per l’ analisi 
del DNA tumorale circolante per scopi diagnostici, dipenderà dalla 
possibilità di avere risultati affidabili e riproducibili, che richiedono 
l'ottimizzazione e l'equivalenza delle procedure utilizzate (A. Ziegler et 
al., 2002). 
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Siero o plasma per l’ isolamento del cftDNA? 
Il plasma sanguigno è la componente liquida del sangue, privata della 
porzione corpuscolata, cioè dei globuli rossi, globuli bianchi e piastrine 
(mediante centrifugazione). Si presenta sotto-forma di un liquido 
giallastro ed è composto per la maggior parte da acqua e per la 
restante parte da proteine, sostanze inorganiche come il sodio, il 
potassio, il cloruro, il carbonato e il bicarbonato di calcio; zuccheri, 
ormoni, enzimi, lipidi, amminoacidi e prodotti di scarto come l’ urea e 
la creatinina.  Il siero, invece, è la frazione liquida del sangue che si 
ottiene dopo la coagulazione, e corrisponde al plasma privato del 
fibrinogeno, la proteina che provoca la coagulazione del sangue, 
ovvero la sedimentazione degli elementi corpuscolati e la formazione 
del coagulo. 
Il siero è ottenuto tramite centrifugazione del plasma post-
coagulazione. Durante la coagulazione, la lisi e la distruzione delle 
cellule permettono al DNA germinale di essere rilasciato. Il DNA 
tumorale circolante può essere isolato sia dal plasma che dal siero. Si 
è concluso però dopo diversi studi che il siero non è adatto a 
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monitorare la concentrazione di DNA tumorale circolante, a causa del 
grande sfondo di DNA non tumorale presente al suo interno rispetto al 
plasma, dovuto alla lisi dei globuli bianchi del sangue durante il 
processo di coagulazione (A. Ziegler et al., 2002). 
 
Vantaggi nell’ analisi del DNA tumorale circolante 
Il DNA tumorale circolante può fornire  le stesse informazioni genetiche 
ottenibili dalla biopsia tissutale. Esso contiene difetti genetici identici a 
quelli del tumore stesso, che possono essere mutazioni puntiformi 
(EGFR e KRAS), riarrangiamenti (EML4-ALK), amplificazioni (HER2 e 
MET) e anaeuploidia. La diretta accessibilità al flusso sanguigno ha 
numerosi vantaggi: 
 fonte di DNA fresco, libero da ogni sorta di conservante che 
potrebbe influenzare il risultato dell’ analisi; 
 tecnica non invasiva, poiché consiste in un prelievo di sangue; 
 evita i pericoli e gli eventuali effetti avversi che possono essere 
indotti dalla biopsia; 
 facilita il monitoraggio dei cambiamenti molecolari che 
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intercorrono lungo il corso della malattia, grazie alla semplicità 
con cui è possibile ottenere i campioni (prelievi); 
 consente di cogliere l’ eterogeneità della malattia, in quanto i 
frammenti di DNA tumorale circolante derivano dai vari siti 
tumorali all’ interno del corpo del paziente; (L. A. Diaz Jr et al., 
2014). 
 
Applicazioni cliniche del cftDNA 
 verificare la presenza di alterazioni genetiche ed epigenetiche 
tumore-specifiche che possono portare allo sviluppo di resistenza 
verso determinati farmaci o che ci possono guidare nell’ utilizzo 
di terapie personalizzate, convenienti sia in termini di salute che 
in termini di costi economici (C. Swanton et al., 2013); 
 identificare precocemente la ripresa della malattia e la presenza 
di metastasi tumorali nel follow-up dei pazienti (che di solito 
utilizza marcatori tumorali sierici non troppo specifici e sensibili; 
tomografia computerizzata (CT); tomografia ad emissione di 
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positroni (PET), o risonanza magnetica). La chiave per poter 
effettuare un follow-up a lungo termine dei pazienti sottoposti a 
terapia antitumorale è proprio l’ utilizzo di metodi che hanno la 
minima invasività. L’ individuazione precoce di un biomarcatore 
della possibile progressione tumorale può essere necessaria per 
un intervento rapido al fine di ridurre il rischio di espansione della 
malattia, portando ad una maggiore sopravvivenza dei pazienti 
(L. Benesova et al., 2013). 
Il cftDNA presente nel plasma e nel siero dei pazienti può dunque 
essere utilizzato come biomarcatore su cui costruire dei tests 
diagnostici e prognostici meno invasivi che non hanno difficoltà 
logistiche per il campionamento (C. Board et al, 2008). Tecniche meno 
invasive sono interessanti anche per lo screening, per 
l’ identificazione di potenziali bersagli terapeutici e per il follow-up dei 
pazienti, per seguire dunque  il decorso della malattia dopo la chirurgia 
o le terapie, monitorando la risposta al trattamento (L. Boni et al., 
2007). Il cftDNA ha un’ emivita relativamente breve (circa 2 ore), 
permettendo così una valutazione dei cambiamenti tumorali delle 
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ultime ore, piuttosto che di settimane o mesi. I cambiamenti nel cftDNA 
possono precedere quelli visti con la biopsia tissutale. Numerosi studi 
compiuti su pazienti affetti da melanoma, cancro del colon, della 
mammella e delle ovaie, hanno mostrato che la progressione della 
malattia è associata ad un rapido incremento dei livelli di cftDNA 
mentre il successo della terapia ad un loro decremento (L. A. Diaz et 
al., 2014). 
Studi precedenti hanno evidenziato che alterazioni nel DNA circolante 
plasmatico sono state trovate dai 5 ai 14 mesi prima della diagnosi 
clinica in quattro pazienti affetti da pancreatite che hanno poi 
sviluppato tumore, mostrando che il DNA tumorale circolante può 
essere un evento precoce nell’ oncogenesi. DNA tumorale circolante 
non è stato invece trovato nel plasma di 3 pazienti con pancreatite 
cronica che non hanno sviluppato il tumore (P. Anker et al., 2001). Non 
è rarissimo inoltre trovare mutazioni nel DNA plasmatico di pazienti 
che non presentano tale alterazione a livello del DNA delle cellule 
tumorali, o che addirittura non hanno nessun tipo di tumore; questo è 
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stato interpretato come una potenziale tecnica per rilevare sub-cloni 
del tumore che hanno guadagnato mutazioni secondarie durante la 
progressione, o prime mutazioni in pazienti a rischio (A. Ziegler et al., 
2002).  
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Scopo della Tesi 
Lo scopo della tesi è quello di dimostrare che è possibile identificare 
precocemente lo sviluppo di mutazioni secondarie associate a 
resistenza acquisita, nei pazienti con tumore del polmone non a 
piccole cellule che vanno incontro a progressione.  
Identificare la comparsa delle mutazioni secondarie analizzando il DNA 
tumorale circolante è di straordinaria importanza, in quanto l'acceso al 
tessuto neoplastico tramite ripetute biopsie non è sempre fattibile, e la 
rilevazione della comparsa di cloni mutanti potrebbe essere fatta in 
maniera non invasiva mesi prima della progressione radiografica, 
mentre nella pratica clinica attuale la progressione della malattia è 
stabilita dalla valutazione radiologica entro 9 - 18 mesi. 
La “ biopsia liquida”  potrebbe essere impiegata anche come 
eventuale conferma della biopsia tissutale nei casi in cui l’ analisi ha 
un risultato dubbio. 
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Materiali e Metodi 
 
Pazienti 
I pazienti coinvolti nello studio sono stati reclutati presso vari reparti 
delle Oncologie Mediche italiane (Pisa, Parma, Livorno, Camaiore, 
Negrar, Urbino, Verona) previa adesione mediante consenso informato 
scritto all’ interno di un protocollo di validazione di un metodo per 
l’ analisi del cftDNA dal Comitato Etico per la Sperimentazione clinica 
dei Medicinali dell’ Azienda Ospedaliera-Universitaria Pisana. In totale 
sono stati esaminati 47 pazienti con tumore del polmone, portatori di 
una tra le mutazioni di EGFR o ALK (riscontrate a livello del tessuto 
primario del tumore o delle metastasi). 
 
Raccolta e conservazione dei campioni  
La partecipazione allo studio consisteva nella donazione di 6 ml di 
sangue impiegato per l’ analisi del genotipo; il sangue intero è stato 
raccolto in un contenitore sterile tipo Vacutainer® contenente sodio 
EDTA e mantenuto a 4°C. Tutti i campioni ematici, prima di essere 
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spediti alla U.O. Farmacologia Clinica dell’ Azienda Ospedaliera 
Universitaria Pisana (AOUP), sono stati processati per la separazione 
del plasma e recapitati una volta congelati. 
 
Trattamento dei campioni 
I campioni di sangue raccolti in una soluzione anticoagulante sono stati 
elaborati entro 2 h  dalla raccolta per evitare di danneggiare le cellule 
nucleate del sangue ed il rilascio del loro DNA. Il plasma è stato 
separato dalla frazione cellulare tramite 2 centrifugazioni per eliminare 
ogni eventuale contaminazione cellulare: la prima a 1900 g x 10 minuti 
da cui il plasma è stato prelevato per essere ulteriormente centrifugato 
a 16000 g x 5 minuti. Dopo le due centrifugazioni il plasma è stato 
isolato avendo cura di non prendere i detriti cellulari, e le aliquote sono 
state messe in tubi da 25 ml. Il plasma estratto, se non analizzato 
immediatamente, è stato conservato a  
-20°C . 
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Estrazione del DNA tumorale circolante 
L’ estrazione del DNA (frammenti di dimensione inferiore a 1000 b.p.) 
è stata fatta a partire da un volume di 3 ml di plasma tramite l’ utilizzo 
del kit commerciale QIAamp® Circulating Nucleic Acid (Qiagen). Ai 3 
ml di plasma presenti nei tubi, sono stati aggiunti 300 μ l di QIAGEN 
proteasi K e 2,4 ml di Buffer ACL (precedente composto con RNA 
carrier, che migliora l'associazione degli acidi nucleici alla membrana 
QIAamp Mini. Per ottenere i massimi livelli di sensibilità in reazioni di 
amplificazione, può essere necessario ridurre la quantità di RNA 
carrier aggiunto al Buffer ACL). Aggiunti tutti i componenti, i campioni 
sono stati agitati su vortex per 30 secondi ed incubati a 60 ° C per 30 
min, permettendo la fase di lisi. Gli acidi nucleici liberi che circolano nei 
fluidi biologici sono solitamente associati a proteine o avvolti in 
vescicole, e richiedono un passo efficace di lisi per rilasciare il DNA. I 
campioni vengono lisati sotto le condizioni altamente denaturanti di 
temperatura elevata e presenza di proteasi K e Buffer ACL, che 
insieme garantiscono l'inattivazione delle DNAsi e delle RNAsi e il 
rilascio di acidi nucleici da vescicole, lipidi e proteine associate. 
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Dopo aver ricollocato il tubo sul banco di laboratorio sono stati aggiunti 
5,4 ml di tampone ACB e i campioni sono stati resi omogenei tramite 
lento mescolamento, evitando la formazione di schiuma. I campioni 
sono stati poi incubati per 5 min nel ghiaccio. Durante questi 5 minuti di 
incubazione, per ciascun campione è stata assemblata una struttura, 
da posizionare sugli slot della pompa a vuoto QIAvac 24 plus, che 
conterrà il campione. La struttura è composta dalla VacValve, dal 
VacConnector, dalla VacMini Column e dal Tube extender; il tutto 
permetterà al campione di essere filtrato. La pompa a vuoto viene 
accesa per creare un vuoto a – 900 mbar. Terminata l’ incubazione 
nel ghiaccio i campioni vengono trasferiti nelle colonne poste sulla 
pompa e le valvole vengono aperte. Quando tutti i lisati sono stati 
filtrati, la pompa a vuoto viene spenta, tornando ad una pressione di 0 
mbar. Gli acidi nucleici rimangono legati alla membrana di silice, 
mentre i contaminanti vengono efficacemente lavati via durante le 3 
fasi di lavaggio che seguono. Vengono aggiunte all’ interno della 
colonna QIAamp Mini 600 μ l del Buffer di lavaggio ACW1 e viene 
nuovamente accesa la pompa. Dopo che i Buffer ACW1 sono stati 
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filtrati, la pompa viene spenta di nuovo. A questo punto si aggiunge a 
ciascun campione, sempre all’ interno della colonna QIAamp Mini, 
750 μ l del Buffer di lavaggio ACW2 e si riaccende la pompa a vuoto. 
Dopo che anche i Buffer di ACW2 sono filtrati, la pompa viene di nuovo 
spenta. Adesso si aggiunge all’ interno di ciascuna colonna QIAamp 
Mini, 750 μ l di etanolo (96– 100%), riaccendendo la pompa per 
l’ ultima volta. Dopo che tutto l’ etanolo ha attraverso il filtro, la 
pompa viene spenta definitivamente. A questo punto la colonna 
QIAamp Mini viene tolta dalla pompa per essere posizionata nel suo 
serbatoio e centrifugata a 14.000 rpm (20.000 g) per 3 min. Dopo la 
centrifugazione, viene cambiato il serbatoio a ciascuna colonna Mini 
QIAamp, e aprendo il coperchio, inizia una fase di incubazione a 56 ° 
C per 10 min per asciugare completamente la membrana. Dopo 
l’ incubazione, viene sostituito il serbatoio con una provetta sterile da 
1,5 ml e vengono aggiunti 50 μ l di Buffer di eluizione AVE al centro 
della membrana. Gli acidi nucleici circolanti puri vengono eluiti in Buffer 
AVE, a temperatura ambiente in 3 minuti. Dopodiché ogni campione 
viene centrifugato a 14.000 rpm (20.000 g) per 1 minuto per 
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completare l’ eluizione degli acidi nucleici. 
Riassumendo possiamo dire che la procedura di purificazione degli 
acidi nucleici circolanti QIAamp comprende 4 fasi:  
 deproteinizzazione del campione (lisi),  
 trasferimento del campione in colonna per assorbimento 
(legame),  
 rimozione di inibitori e di contaminanti (lavaggio),  
 eluizione del DNA in un volume finale di 50 μ l di buffer 
(eluizione). 
I campioni contenenti il DNA vengono conservati in freezer a – 20°C 
fino all’ utilizzo. 
Il protocollo permette di generare volumi di eluizione da 20 μ l a 150 
μ l che contengono acidi nucleici purificati, privi di proteine, nucleasi e 
altre impurità. Se si necessita di più alte concentrazioni di acido 
nucleico, il volume di eluizione può essere ridotto fino a 20 μ l. Il 
volume di eluizione basso conduce a eluati di acidi nucleici altamente 
concentrati. Per applicazioni a valle che richiedono piccoli volumi (per 
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esempio, alcuni test PCR e RT-PCR), un eluato più concentrato può 
aumentare la sensibilità del dosaggio. Per applicazioni a valle che 
richiedono un maggiore volume di partenza, il volume di eluizione può 
essere aumentato fino a 150 µl. Tuttavia, un aumento nel volume di 
eluizione diminuisce la concentrazione degli acidi nucleici nell'eluato. 
 
Analisi del DNA tumorale circolante 
L’ amplificazione e l’ analisi del DNA tumorale circolante è stata 
effettuata con il sistema Droplet Digital PCR ™ QX100 ™(ddPCR Bio-
Rad). 
Droplet Digital PCR 
Il sistema ddPCR™ permette un’ analisi degli acidi nucleici 
estremamente sensibile e precisa aiutando nella rilevazione di alleli 
mutati molto rari che differiscono per un singolo nucleotide e 
nell’ analisi di espressione genica. Di particolare interesse per noi è il 
fatto che questo sistema fornisce una quantificazione assoluta delle 
molecole di DNA target mutato molto rare in presenza di un grande 
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sfondo di DNA wild type. 
Il sistema QX100 è costituito da due componenti, il droplet generator e 
il droplet reader. 
Il Droplet generator (generatore di gocce) ha la funzione di ripartire il 
campione, contenente il cftDNA target, in 20.000 goccioline delle 
dimensioni di nanolitri.  
La ripartizione ha la funzione di ridurre la competizione tra il cftDNA e il 
DNA wt, aumentando la specificità e la sensibilità dell’ analisi. 
In questo modo l’ abbondanza relativa del DNA target mutato rispetto 
al wt viene aumentata. 
Viene preparata la miscela da inserire nel droplet generator 
combinando: 
 i primers Forward e Riverse ed i probes 20X marcati Vic, FAM o 
HEX;  
 l’ acqua distillata; 
 4 µl di cftDNA campione; 
 iTaq ™ universal SYBR ® Green supermix concentrata 2x, che 
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contiene: la iTaq DNA polimerasi, dNTPs, MgCl2, SYBR ® 
Green, esaltatori, stabilizzatori e una miscela di riferimento 
passivo di coloranti (compresi ROX e fluoresceina). 
Le miscele di reazione sono state brevemente mescolate con la 
pipetta, evitando la formazione di bolle, e mantenute nel ghiaccio fino 
all’ inizio della generazione delle gocce. 
Possono essere preparati fino a 8 campioni per volta. Per ciascun 
campione 20 µl della nostra miscela di reazione vengono messi nei 
pozzetti della piastra del droplet generator.  
 
Figura 5. Preparazione dei campioni (www.bio-rad.com). 
La cartuccia, che verrà posizionata all’ interno del droplet generator, 
possiede 3 file di 8 pozzetti: ci sono 8 pozzetti centrali (middle wells) 
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ciascuno dei quali conterrà i 20 µl della nostra miscela di reazione, ci 
sono 8 pozzetti in basso (botton wells) ciascuno dei quali conterrà i 70 
µl  di olio che permetteranno la formazione delle gocce e poi ci sono gli 
8 pozzetti in alto (top wells) che rimangono per adesso vuoti, in cui 
andranno le gocce che si formeranno. 
Una volta inseriti tutti i reagenti, la cartuccia viene coperta con 
l’ apposito tappetino, per essere inserita nel droplet generator entro 
due minuti. 
Il QX100 droplet generator usa i microfluidi per combinare i campioni 
oleosi e acquosi generando 20.000 gocce della grandezza di nanolitri 
al termine della corsa.  
 
Figura 6. Meccanismo di formazione delle gocce (www.bio-rad.com). 
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Il numero delle molecole di cftDNA target presenti possono essere 
calcolate dalla frazione di reazioni positive all’ end-poit, usando la 
statistica di Poisson secondo l’ equazione: 
λ = -ln (1-p) 
dove λ  è il numero medio di molecole di DNA target replicate per 
reazione e p è la frazione di reazioni positive all’ end-point. 
Utilizzando λ , insieme al volume di ogni replicazione di PCR e con il 
numero totale di replicazioni analizzate, è possibile calcolare una stima 
assoluta della quantità di DNA target presente. 
A questo punto 40 µl di gocce di ciascun campione vengono trasferite 
dai pozzetti della cartuccia del droplet generator all’ interno dei 
pozzetti di una piastra da PCR (piastra da 96 pozzetti). La piastra da 
PCR viene poi ricoperta con un film resistente al calore che salda i 
pozzetti. 
Le goccioline vengono adesso amplificate mediante 40 cicli termici 
grazie ad un termociclatore standard. 
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Il profilo termico a cui vengono sottoposti i campioni è il seguente: 
o 10 minuti a 95° C  
o 40 cicli in cui si ripetono: 
1) fase di denaturazione a 94° C per 30 secondi; 
2) annealing e sintesi a 60° C per 1 minuto; 
o 98° C per 10 minuti  
o 12° C all’ infinito. 
 
Il DNA presente in ciascuna goccia viene così amplificato 
indipendentemente. 
 
Figura 7. Meccanismo di amplificazione del DNA contenuto nelle gocce mediante 
PCR (www.bio-rad.com). 
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Droplet reader 
Dopo l’ amplificazione, la piastra da 96 pozzetti viene collocata 
all’ interno del QX100 droplet reader, il secondo componente della 
ddPCR, che legge ciascun pozzetto della piastra indipendentemente. 
Le singole gocce di ciascun campione vengono fatte scorrere in fila 
una dietro l’ altra a livello di un rilevatore di fluorescenza. Il rivelatore 
legge le gocce in serie e in base alla fluorescenza segna quelle che 
contengono e non il DNA target. QX100 ddPCR permette così il 
rilevamento e la quantificazione di alleli mutati e wt all’ interno di ogni 
singolo campione.  
 
Figura 8. Meccanismo di lettura della fluorescenza da parte del Droplet Reader 
(www.bio-rad.com). 
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Il lettore è connesso ad un computer che possiede il software 
“ QuantaSoft”  (BioRad). Il software fornisce un set completo di 
strumenti per l'impostazione e la denominazione dei campioni, per 
l’ esecuzione e il controllo dello strumento e per l’ analisi dei risultati. 
Grazie al software potremo trasformare il segnale da analogico a 
digitale e rilevare le gocce negative e positive in ciascun campione 
grazie alle varie fluorescenze lette. Le goccioline negative (prive del 
DNA target e/o del reference) e quelle positive (che hanno uno o 
entrambi i DNA), vengono contate. La frazione di gocce positive in un 
campione determina la concentrazione del DNA target espresso in 
“ copie/µl” . Questo sistema ha una sensibilità dello 0,01%; molto più 
alta di altre tecniche, come la RT-PCR. 
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Figura 9. Analisi dei risultati (www.bio-rad.com). 
 
 
Figura 10. Visualizzazione dei dati (www.bio-rad.com). 
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Risultati  
I campioni analizzati con la dd-PCR sono stati 47.  
Per ciascun campione il software dalla droplet digital PCR ha generato 
un dato simile al seguente: 
 
 Grafico1. Rielaborazione della dd-PCR per ciascun campione. 
 
Il segnale verde rappresenta le gocce che contengono il cftDNA wt, il 
segnale blu rappresenta le gocce che contengono il cftDNA mutato. Le 
aree grigie e marroni rappresentano prodotti non amplificati, aspecifici, 
primers dimerizzati. 
Mettendo a confronto i campioni analizzati, il software ha creato i 
seguenti grafici dove possiamo osservare in ciascuna colonna (che 
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rappresenta un paziente), le gocce contenenti il cftDNA wt (Grafico 2) 
e il cftDNA mutato (Grafico 3). 
 
Grafico 2. Gocce contenenti il DNA wt in verde. 
 
Grafico 3. Gocce contenenti DNA mutato in blu. 
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L’ ultima schermata mostrata dal software permette la visione di un 
grafico che riporta per ciascun campione in grigio il numero di gocce 
generato dal macchinario, in verde il numero di gocce con cftDNA wt 
ed in viola (visibile a malapena) il numero di gocce con cftDNA mutato 
(Grafico 4). 
 
Grafico 4. Confronto tra gocce generate, gocce con DNA wt e gocce con DNA 
mutato. 
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Le caratteristiche cliniche dei pazienti sono riportate in Tabella 1. Di 47 
pazienti, 28 (59,5%) erano femmine e 19 (40,2%) erano maschi. L'età 
media era di 62 anni (range 41 –  75); 46 pazienti erano affetti da 
malattia NSCLC allo stadio IV, mentre 1 era allo stadio IIIB. La 
frequenza delle mutazioni attivanti di EGFR era la seguente: 24 
pazienti (51%) mostravano la Ex19Del, 12 pazienti (25,5%) p.L858R, 2 
pazienti (4,2%) p.L747P ed 1 paziente (2,1%) l’ inserzione 
nell’ esone 19. 8 pazienti erano positivi per la traslocazione di ALK 
(17%). 
La tabella 1 riporta le caratteristiche generali e cliniche dei pazienti. 
 
 % 
Age years (range) 62 (41 –  75) 
Gender 
male 40,2% 
female 59,5% 
Smoking habit 
smokers 6.1% 
never-smokers 66.7% 
former-smokers 27.2% 
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Stage 
IIIB 2,1% 
IV 97,9% 
EGFR 
activating 
mutation 
Ex19del 51% 
p.L858R 25,5% 
p.L747P 4,2% 
Ex19ins 2,1% 
Wild-type 2,1% 
ALK 
translocation 
ALK+ 17% 
Line of 
treatment 
1 28 (59,6%) 
2 12 (25,5%) 
≥ 3 7 (14,9%) 
Response 
CR 3% 
PR 66.7% 
SD 12.1% 
PD 18.2% 
TTP months (95%CI) 13.6 (8.0 –  19.2) 
OS months (95%CI) 40.2 (25.8 –  54.7) 
Tabella1. Caratteristiche cliniche dei pazienti. 
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La lista dei pazienti con mutazioni attivanti di EGFR nel tumore 
primitivo e nel cftDNA al momento della progressione dopo trattamento 
con EGFR-TKI, è riportata in Tabella 2. 
La mutazione secondaria p.T790M è stata trovata in 25 pazienti 
(71,4%). In 10 soggetti, non è stata riscontrata alcuna mutazione.  
 
   Biopsia del primitivo cftDNA a progressione 
ID paziente EGFR EGFR T790M 
1 Ex19Del Mut 
2 L858R Mut 
3 Ex19Del Mut 
4 Ex19Del Wt 
5 Ex19Del Wt 
6 Ex19Del Wt 
7 Ex19Del Mut 
8 L858R Mut 
9 Ex19Del Wt 
10 Ex19Del Wt 
11 L858R Wt 
12 L858R Mut 
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13 Ex19Del Wt 
14 L747P Mut 
15 L858R Wt 
16 Ex19Del Mut 
17 Ex19Del Mut 
18 Ex19Del Mut 
19 L858R Mut 
20 Ex19Del Mut 
21 Ex19Del Wt 
22 Ex19Ins Wt 
23 Ex19Del Mut 
24 L747P Mut 
25 L858R Mut 
26 L858R Mut 
27 Ex19Del Mut 
28 L858R Mut 
29 Ex19Del Mut 
30 L858R Mut 
31 Ex19Del Mut 
32 Ex19Del Mut 
33 Ex19Del Mut 
36 Ex19Del Mut 
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37 Ex19Del Mut 
Tabella 2. Profilo molecolare del tumore primitivo e del cftDNA. Mut/Wt: 
presenza/assenza di mutazione. 
La lista dei pazienti con traslocazione di ALK nel tumore primitivo ed 
eventuali mutazioni secondarie nel cftDNA a progressione, è riportata 
in Tabella 3. La mutazione p.L1196M è stata trovata in 2 pazienti 
(25%), mentre la p.F1174L in 1 paziente (12,5%). In 5 soggetti, non è 
stata riscontrata alcuna mutazione. 
 Biopsia del primitivo cftDNA a progressione 
ID paziente ALK ALK SNPs 
41 ALKt Wt 
42 ALKt L1196M 
43 ALKt Wt 
44 ALKt Wt 
45 ALKt F1174L 
46 ALKt L1196M 
47 ALKt Wt 
48 ALKt Wt 
Tabella 3. Profilo molecolare del tumore primitivo e del cftDNA. Mut/Wt: 
Presenza/assenza di mutazione. 
 84 
 In 8 pazienti, è stato possibile confrontare il dato della re-biopsia con 
quello del cftDNA. L'analisi delle re-biopsie attraverso metodi standard 
e ddPCR ha dimostrato la presenza della mutazione p.T790M in 4 
(standard) campioni su 2 (ddPCR). p.T790M è stata rilevata in 7 
campioni di cftDNA. La  concordanza tra tessuto (metodi standard) e 
plasma (ddPCR), calcolato combinando risultati positivi e negativi, era 
del 62,5% per p.T790M (Tabella 4). Inoltre, tre campioni trovati positivi 
per la p.T790M dalla re-biopsia (metodi standard) e dal cftDNA 
(ddPCR), risultavano negativi dalla ddPCR sul tessuto (Tabella 4). 
 
 Re-biopsia cftDNA 
ID 
paziente 
T790M ddPCR T790M T790M ddPCR 
2 Wt Wt Mut 
4 Mut Wt Mut 
5 Wt Wt Wt 
19 Wt Mut Mut 
20 Wt Wt Mut 
23 Mut Mut Mut 
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28 Wt Mut Mut 
30 Wt Mut Mut 
Tabella 4. Analisi molecolari di re-biopsie e confronto con cftDNA. Mut/Wt: 
presenza/assenza di mutazione. 
 
La Tabella 5 riporta le mutazioni attivanti trovate nel plasma basale e 
nella biopsia del primitivo. I 4 pazienti hanno confermato il primitivo, 
(100% di concordanza).  
 
ID 
paziente 
cftDNA basale biopsia primitivo 
35 Ex19del Ex19Del 
38 L858R L858R 
39 L858R L858R 
40 Ex19Del Ex19Del 
Tabella 5. Concordanza risultati ottenuti con la biopsia tissutale e l’ analisi del 
cftDNA. 
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In 3 pazienti è stato possibile monitorare il profilo molecolare in corso 
della seconda linea di trattamento farmacologico (ID pazienti: 42,45, 
36). 
La Tabella 6 riporta le mutazioni attivanti dopo la prima linea di 
trattamento (PD1, prima progressione) e dopo la seconda (PD2, 
seconda progressione). 
 
ID 
paziente 
 
cftDNA PD1 
 
cftDNA PD2 
36 T790M T790M in riduzione 
42 ALK L1196M L1196M in riduzione 
45 ALK SNPs wt F1174L 
Tabella 6. Monitoraggio profilo molecolare. 
 
Il paziente 36, risultato EGFR-mutato dall’ analisi del primitivo, è stato 
inizialmente sottoposto a trattamento con gefitinib. In seguito a 
progressione della malattia, è stata effettuata l’ analisi del cftDNA nel 
plasma (Grafico 5), che ha rilevato la presenza della p.T790M, 
responsabile di resistenza acquisita. Interrotto il trattamento con 
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gefitinib, il paziente è stato sottoposto a terapia con AZD9291. 
Un’ ulteriore analisi del cftDNA nel plasma in corso di trattamento 
(Grafico 6), ha mostrato un’ evidente riduzione di concentrazione 
della p.T790M, suggerendo così un iniziale successo della terapia.  
 
Grafico 5. Paziente 36, presenza p.T790M dopo la prima linea di trattamento. 
 
Grafico 6. Paziente 36, riduzione concentrazione p.T790M in corso di trattamento 
con AZD9291. 
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Il paziente 42, in seguito a trattamento con crizotinib, ha mostrato 
l’ instaurarsi di resistenza acquisita, confermata dal ritrovamento nel 
cftDNA della mutazione p.L1196M di ALK (Grafico 7). Dopo 2 mesi di 
trattamento con un inibitore di seconda generazione di ALK, è stata 
effettuata un’ ulteriore analisi (Grafico 8), che ha mostrato una 
riduzione di concentrazione della p.L1196M. 
 
Grafico 7. Paziente 42, presenza p.L1196M. 
 
Grafico 8. Paziente 42, riduzione concentrazione mutazione p.L1196M. 
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Il paziente 45, dopo 2 mesi di terapia con crizotinib ha sviluppato 
resistenza andando incontro a progressione di malattia, confermata dal 
rilevamento della mutazione p.F1174L dall’ analisi del cftDNA (Grafico 
10). 
 
Grafico 9. Paziente 45, assenza pF1174L, prima del trattamento con crizotinib. 
 
 
Grafico 10. Paziente 45, presenza p.F1174L dopo 2 mesi di trattamento con 
crizotinib. 
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Discussione  
Il presente studio dimostra che la mutazione p.T790M compare nel 
cftDNA di una significante proporzione di pazienti (71,4%) dopo 
progressione tumorale sotto trattamento con EGFR-TKI. In addizione a 
ciò, questo studio mostra la concordanza tra i dati ricavati dal cftDNA e 
quelli precedentemente ottenuti dall’ analisi del tessuto.   
Trials clinici hanno dimostrato una prolungata sopravvivenza libera da 
progressione (PFS, in media 9-13 mesi) quando gli EGFR-TKIs 
vengono impiegati come prima linea di trattamento in pazienti con 
mutazioni attivanti di EGFR, se paragonati alla chemioterapia 
convenzionale (in media PFS 4-6 mesi) (Lee et al., 2013; Mok et al., 
2009; Rosell et al., 2012; Sequist et al., 2013).  
p.T790M determina resistenza acquisita aumentando l’ affinità di 
EGFR per l’ ATP (Yun et al., 2008) inoltre evidenze biochimiche 
hanno dimostrato un incremento dell’ attività chinasica e oncogenica 
potenziale per EGFR,  recante sia mutazioni attivanti che p.T790M 
(Godin-Heymann et al., 2007). p.T790M è stato descritto nelle re-
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biopsie del 63% dei tumori che progredivano sotto trattamento con gli 
EGFR-TKIs (Yu et al., 2013) e nel cftDNA con una frequenza similare 
al nostro studio (Oxnard et al., 2014; Sorensen et al., Cancer 2014; 
Taniguchi et al., 2011). Dopo progressione tumorale, il rapporto tra 
p.T790M e le mutazioni attivanti di EGFR nel cftDNA è notevolmente 
ampio (Taniguchi et al., 2011), suggerendo dinamiche variabili di 
selezione clonale delle cellule tumorali recanti l’ allele resistente come 
risultato di una pressione selettiva del trattamento. La chemioterapia 
dopo resistenza potrebbe indurre la perdita di p.T790M; in questi casi, 
il re-challenge con un TKI è stato dimostrato efficace (Sequist et al., 
2011). Poiché i farmaci attivi sulla p.T790M, come CO-1686 e 
AZD9291, sono in fase di valutazione clinica e saranno disponibili nella 
pratica clinica, l’ identificazione di questo marker molecolare è di forte 
rilevanza clinica.  
Oltre alla p.T790M, altri meccanismi di resistenza acquisita sono stati 
descritti nelle re-biopsie tumorali dopo progressione sotto trattamento 
con gli EGFR-TKIs, tra questi abbiamo mutazioni a carico di KRAS, 
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MET (Bean et al., 2007), HER2 (Takezawa et al., 2012), PIK3CA 
(Ludovini et al., 2011), BRAF (Ohashi et al., 2012) e trasformazione 
istologica in piccole cellule (3%) (Yu et al., 2013).  
Otto pazienti sono stati sottoposti a re-biopsia dopo progressione 
tumorale durante trattamento con gli EGFR-TKIs, permettendo così un 
confronto tra tessuto e re-biopsia “ liquida” . Le mutazioni trovate nel 
plasma ma non nel tessuto, usando sia i metodi standard che ddPCR, 
potrebbero suggerire la presenza di eterogeneità tumorale, 
suggerendo che la mutazione potrebbe essere espressa in un’ altra 
lesione tumorale, non raggiunta con biopsia, ma valutabile tramite 
analisi del cftDNA. Comunque, la presenza di pazienti che mostrano le 
mutazioni sia nel plasma che nel tessuto tramite ddPCR, ma non 
tramite metodi standard, potrebbe essere dovuta ad una migliore 
sensibilità delle analisi  effettuate con ddPCR. Complessivamente, 
questi dati potrebbero essere spiegati dall’ alta sensibilità della 
ddPCR combinata con la sua bassa performance in presenza di 
paraffina, che ostacola la formazione di emulsioni acqua/olio.  
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Il nostro studio presenta delle limitazioni, rappresentate dal piccolo 
numero di pazienti coinvolti, i quali sono stati inequamente studiati, le 
analisi retrospettive e lo scarso numero di re-biopsie. 
In conclusione, i nostri risultati confermano l’ importanza delle analisi 
del cftDNA per il monitoraggio di mutazioni secondarie associate a 
resistenza verso gli EGFR-TKI e verso gli inibitori di ALK in NSCLC e 
sottolineano il ruolo di un approccio altamente sensibile che potrebbe 
aiutare nella detenzione di bassi livelli di mutazioni, sia per il 
monitoraggio dell’ acquisizione di mutazioni secondarie dell’ EGFR 
(p.T790M) che a carico del gene ALK traslocato (p.L1196M). 
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Conclusioni 
Utilità clinica  
La scoperta del cftDNA, rilasciato in circolo dalle cellule tumorali 
tramite processi di necrosi e di apoptosi, apre una nuova area di 
ricerca e offre la possibilità di un test non invasivo per la diagnosi e la 
prognosi di un tumore, ma anche per lo screening, per 
l’ identificazione di potenziali bersagli terapeutici e per il follow-up dei 
pazienti, per seguire dunque il decorso della malattia dopo la chirurgia 
o le terapie, monitorando la risposta al trattamento.  
L'analisi molecolare del DNA tumorale circolante ha permesso di 
superare l'ostacolo delle biopsie invasive per poter: 
 verificare la presenza di alterazioni genetiche ed epigenetiche 
tumore-specifiche che possono portare allo sviluppo di resistenza 
verso determinati farmaci o che ci possono guidare nell’ utilizzo 
di terapie personalizzate, convenienti sia in termini di salute che 
di costi economici; 
 identificare precocemente la ripresa della malattia e la presenza 
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di metastasi tumorali nel follow-up dei pazienti. La chiave per 
poter effettuare un follow-up a lungo termine dei pazienti 
sottoposti a terapia antitumorale è proprio l’ utilizzo di metodi 
che hanno la minima invasività. 
L’ individuazione precoce di un biomarcatore della possibile 
progressione può essere necessaria per una maggiore sopravvivenza 
dei pazienti, poiché permette un intervento rapido per ridurre il rischio 
di espansione della malattia. 
Il cftDNA presente nel plasma e nel siero dei pazienti può così essere 
utilizzato come biomarcatore su cui costruire dei test diagnostici e 
prognostici meno invasivi che non hanno difficoltà logistiche per il 
campionamento. In questo studio è stata valutata la possibilità di 
utilizzare il cftDNA presente nel plasma dei pazienti con tumore del 
polmone NSCLC, per trovare mutazioni secondarie da utilizzare 
soprattutto per seguire la progressione tumorale e la risposta della 
malattia alla terapia. Per farlo è stato utilizzato un metodo appropriato 
e riproducibile, in modo da seguire tutti i vari aspetti mutevoli della 
malattia. Soprattutto per lo sviluppo e l’ utilizzo dei farmaci a bersaglio 
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molecolare è fondamentale la caratterizzazione molecolare dei tumori, 
preferibilmente attraverso i biomarcatori, che ci permettono di fare una 
previsione sull’ efficacia delle terapie mirate. Questo approccio 
aumenta le probabilità di beneficio per i pazienti, diminuendo il numero 
di coloro che riceverebbero terapie inefficaci. Tutto ciò è conveniente 
sia in termini di salute dei pazienti che in termini di costi economici. Le 
analisi dei biomarcatori, fino ad ora sono state fatte sul tessuto 
tumorale primario o metastatico prelevato tramite biopsia. Grazie alle 
nuove tecnologie presenti, si può oggi sostituire la tecnica delle 
ripetute biopsie con l’ utilizzo del cftDNA che ci può fornire 
informazioni sull’ instabilità genomica tumorale e sull’ evoluzione 
molecolare clonale dovuta alle pressioni di selezione immunitarie e 
non.  Anche i pazienti che inizialmente rispondono ad una targeted 
terapy possono andare incontro a progressione, che porta alla 
comparsa di sub-cloni che nonostante la bassa frequenza sono 
caratterizzati da mutazioni somatiche secondarie che possono 
generare resistenza verso i farmaci utilizzati. Il sub-clone che 
determina resistenza al farmaco può essere non rilevabile con le 
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normali tecniche di campionamento del tessuto; ecco che l’ utilizzo 
del cftDNA potrebbe permettere di prevedere con metodi non invasivi 
la comparsa precoce di resistenza ai farmaci. È evidente che 
l'eterogeneità tumorale, sia spaziale che temporale, tra i diversi siti 
della malattia, rende inefficiente la tecnica della biopsia per analizzare 
tutti gli aspetti mutevoli della malattia necessari per prendere decisioni 
riguardo le cure da intraprendere. Tecniche meno invasive devono 
oggi essere utilizzate per seguire le mutazioni somatiche secondarie 
che compaiono durante l’ evoluzione del tumore. Progressi nella 
comprensione della farmaco-resistenza e delle metastasi senza dubbio 
dipenderanno dalla capacità di monitorare le dinamiche e la selezione 
darwiniana dei subcloni di tumore, preferibilmente con un campione di 
sangue piuttosto che con multiple biopsie. Dati i rischi clinici di 
eventuali ripetute biopsie sul tumore e le sfide associate 
all'eterogeneità intra- e inter-tumorale, il cftDNA consentirà rapidi 
progressi nella comprensione dell'evoluzione del tumore nel tempo. 
Può essere inoltre uno strumento per predire la recidiva precoce e per 
monitorare la comparsa di resistenza ai farmaci data da sub-cloni che 
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hanno bassissima frequenza ma che sono comunque presenti. Un 
potenziale utilizzo in interventi terapeutici è il monitoraggio periodico 
del cftDNA per l'identificazione di cambiamenti molecolari associati alla 
resistenza ai trattamenti mirati o per ottenere il genotipo del tumore 
quando lo stato mutazionale non è ottenibile tramite biopsia.  
 
Riproducibilità in clinica 
Il test che si basa sul cftDNA ha molteplici vantaggi, è economico e 
relativamente semplice da analizzare, è più accettabile per il paziente 
rispetto alle tecniche invasive delle biopsie e la sua analisi può essere 
ripetuta più volte nel tempo senza problemi, permettendo lo studio dei 
meccanismi di resistenza ai farmaci durante la progressione del 
tumore.  
Gli ostacoli agli studi sul cftDNA sono invece i seguenti: a causa della 
piccola quantità e della natura molto frammentata, non è semplice e di 
facile esecuzione un isolamento rapido, efficiente ed affidabile. I 
prodotti commerciali per l’ isolamento degli acidi nucleici dai fluidi 
corporei sono stati sviluppati focalizzandosi su DNA a medio ed alto 
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peso molecolare e possono dare risultati variabili per rendimento, 
qualità e contaminazione del DNA tumorale circolante. Il confronto dei 
numerosi dati disponibili è spesso difficile da fare a causa della 
mancanza di procedure e metodologie di analisi standardizzate, che 
variano nella raccolta del plasma o del siero, per il metodo di 
purificazione, per il target genetico analizzato. La base per il successo 
nella rilevazione del DNA tumorale circolante è la selezione di un 
metodo di isolamento che garantisce l'estrazione di una quantità 
sufficiente e di qualità. È evidente che qualsiasi futura applicazione del 
plasma o del siero, per l’ analisi del DNA tumorale circolante per scopi 
prognostici e diagnostici, dipenderà dalla possibilità di avere risultati 
affidabili e riproducibili, che richiedono l'ottimizzazione e l'equivalenza 
delle procedure utilizzate. L’ obiettivo di questo studio è stato quello di 
monitorare le resistenze, analizzando il cftDNA nel caso particolare di 
pazienti affetti da tumore del polmone non a piccole cellule, con un 
metodo adeguato e riproducibile per l’ individuazione di mutazioni che 
potrebbero portare a non risposta nella targeted terapy. Il metodo di 
analisi utilizzato è stato la droplet digital PCR (tecnica PCR di terza 
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generazione altamente sensibile utilizzata per la rilevazione di 
frammenti di cftDNA). Vari studi ne hanno dimostrato un’ elevata 
sensibilità e specificità. 
L'individuazione delle mutazioni nel cftDNA attraverso tecnologie 
avanzate può avere importante applicazione nel monitoraggio dei 
pazienti per la comparsa di mutazioni secondarie, amplificazione ed 
espansione di cloni di cellule che rendono il tumore resistente agli 
agenti antitumorali mirati, evidenziando il fenotipo resistente prima 
della progressione clinica della malattia.  
 
In conclusione, con strumenti sufficientemente sensibili, le mutazioni di 
EGFR ed ALK, importanti per decidere le terapie mirate nei casi di 
tumore del polmone che abbiamo trattato in questa tesi, possono 
essere rilevate tramite prelievo di sangue periferico dando 
un'alternativa alla biopsia per l’ analisi dei tessuti primari del tumore o 
delle metastasi. L’ analisi delle mutazioni dei geni EGFR e ALK 
tramite cftDNA ha un potenziale valore come strumento clinico per test 
pretrattamento atti a migliorare la selezione della terapia e per seguire 
 101 
la comparsa di eventuali resistenze che potrebbero portare a tempi più 
brevi di progressione libera da malattia (PFS) e di sopravvivenza 
globale (OS) rispetto a pazienti senza mutazione che rispondono ai 
trattamenti anti-EGFR o anti-ALK.  
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